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Resumen 


Los organismos marinos producen metabolitos secundarios bioactivos y son fuentes para 
la obtención de nuevos bioproductos de uso humano. Sin embargo, estos compuestos pu- 
dieran representar un riesgo para el hombre, por lo que resulta imprescindible realizar es- 
tudios que permitan descartar aquellos con efectos perjudiciales. En el presente trabajo, se 
evaluó el potencial de toxicidad im vitro de dos extractos secos (M1061 y M1063), obteni- 
dos a partir de las cepas bacterianas del grupo de actinomicetos CBM-1061 y CBM-1063, 
aisladas de sedimentos de manglar de la península de Guanahacabibes, Cuba. Para ello, se 
evaluó el potencial citotóxico de los extractos en diferentes líneas celulares: MDCK, J774 
(células derivadas de tejidos sanos) y CT26, 4T1, MCF-7 (de origen tumoral), mediante 
el ensayo de reducción de bromuro de dimetiltiazol-difeniltetrazolio (MTT) y en el mo- 
delo bacteriano Caulobacter crescentus a través del ensayo de sobrevivencia bacteriana. Se 
evaluaron, también, los posibles efectos sobre el material genético en C. crescentus (Ensayo 
SOS colorimétrico y resistencia a Rifampicina). Los extractos no fueron tóxicos en el ran- 
go de concentraciones evaluadas (1-2000 ug/mL) en C. crescentus ni en las líneas celulares 
hasta 1000 pg/mL después de 48 h de exposición. Tampoco resultaron genotóxicos (50- 
2000 pg/mL) ni mutagénicos (50-1000 ug/mL) en C. crescentus. Los resultados obtenidos 
muestran la no toxicidad de los extractos M1061 y M1063 bajo las condiciones de ensayo. 


Palabras clave: microorganismos marinos, actinomicetos, citotoxicidad, mutagenici- 
dad, genotoxicidad. 


Abstract 


Marine organisms produce bioactive secondary metabolites andare sources for obtai- 
ning new bioproducts for human use. However, they can represent a risk for man, so 
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it is essential to carry out studies to rule out those with 
harmful effects. In the present work, the in vitro toxicity 
potential of two dry extracts (M1061 and M1063) obtai- 
ned from the bacterial strains of the actinomycetes, CBM- 
1061 and CBM-1063, isolated from mangrove sediments 
of the Guanahacabibes peninsula, Cuba, was evaluated. 
For it, the cytotoxic potential of the extracts was eva- 
luated in different cell lines: MDCK, J774 (from health 
tissues) and CT26, 4T1, MCF-7 (tumor cells) by using 
dimethylthiazol diphenyltetrazolium bromide (MTT) re- 
duction assay and the Caulobacter crescentus bacterial mo- 
del through the bacterial survival test. The possible effects 
on the genetic material in C. crescentus were also evaluated 
(SOS colorimetric test and resistance to Rifampicin). The 
extracts were not toxic in the range of concentrations eva- 
luated (1-2000 ug/mL) in C. crescentus, neither in the cell 
lines up to 1000 ug/mL after 48 hours of exposure. They 
were no genotoxic (50-2000 pg/mL) normutagenic (50- 
1000 ug/mL) in C. crescentus. The results obtained show 
the non-toxicity of M1061 and M1063 extracts under the 
experimental conditions. 


Keywords: Marine microorganisms, actinomycetes, cyto- 
toxicity, mutagenicity, genotoxicity. 


Introduccion 

Los organismos marinos habitan y sobreviven en un 
medio exigente, competitivo, y bajo condiciones eco- 
lógicas estresantes. Para ello, realizan ajustes bioquimi- 
cos y fisiológicos produciendo metabolitos secundarios 
que les permiten responder a esas condiciones, defen- 
derse de sus depredadores, comunicarse y reproducirse. 
Tales evidencias han llevado a pensar que estas estruc- 
turas químicas pudieran tener una variedad de propie- 
dades farmacológicas con utilidad clínica (Galeano et 
al., 2011; Newman y Cragg, 2017). 

Varios estudios han revelado que los metabolitos se- 
cundarios provenientes de microorganismos marinos 
presentan propiedades bioactivas con valor terapéuti- 
co como antibióticos, antitumorales y antivirales, entre 
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otros (León et al., 2010; Mayer et al., 2017; Nathan y 
Kannan, 2020). Un tamizaje farmacológico realizado 
en el Instituto de Ciencias del Mar (ICIMAR) mos- 
tró que dos extractos obtenidos a partir de metabolitos 
secretados por las cepas bacterianas del grupo de acti- 
nomicetos CBM-1061 y CBM-1063, aisladas de zonas 
de manglar de la costa sur de Cuba, poseen promiso- 
ria actividad antiinflamatoria, antimicrobiana y capa- 
cidad intercalante del ADN (Hernández-Balmaseda 
et al., 2019). Esos hallazgos centraron la atención so- 
bre estos extractos como potenciales candidatos para la 
obtención de nuevos fitofármacos y nutracéuticos. Sin 
embargo, en el transcurso de la evaluación de un nue- 
vo producto que se propone para su uso en humanos 
resulta imprescindible no solo investigar acerca de sus 
efectos beneficiosos, es necesario conocer su potencial 
de toxicidad para definir el margen riesgo-beneficio. A 
pesar de que la calidad de vida del hombre se ha vis- 
to mejorada por productos naturales, en algunos ca- 
sos, la exposición a estos pudiera estar relacionada con 
determinados riesgos debido a su toxicidad (Stopper 
et al., 2005), razón por la cual resulta imprescindible 
realizar estudios toxicológicos que permitan establecer 
el margen de seguridad de estos compuestos (Parker y 
Browne, 2014). En esta dirección, los estudios de toxi- 
cidad ¿n vitro se encuentran entre las primeras pruebas 
no clínicas propuestas para acometer la evaluación to- 
xicológica de los nuevos candidatos. Dentro de estos 
ensayos, las evaluaciones citotóxicas y genotoxicológi- 
cas forman parte de la batería de estudios requeridos 
previo a la exposición a nuevos productos farmacéuti- 
cos, plaguicidas, cosméticos y otros productos químicos 
(Kirkland et al., 2005; Yamada et al., 2018). Por tales 
motivos, el presente trabajo se propuso evaluar el po- 
tencial citotóxico y genotóxico de los extractos M1061 
y M1063 obtenidos a partir de los metabolitos secun- 
darios secretados por microorganismos marinos de las 
cepas CBM-1061 y CBM-1063 en dos modelos experi- 
mentales: bacteriano Caulobacter crescentus y líneas ce- 


lulares (MDCK, J774, CT26, 4T1, MCF-7). 
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Materiales y métodos 

Microorganismos empleados 

Los cultivos de bacterias CBM-1061 y CBM-1063 fue- 
ron aislados de los sedimentos de zonas de manglar de 
la península de Guanahacabibes, en la región norocci- 
dental de Cuba. Estos cultivos se encuentran deposita- 


dos en la Colección de Bacterias Marinas del Instituto 
de Ciencias del Mar (ICIMAR), La Habana, Cuba. 


Obtención de los extractos 

Los extractos secos exocelulares, denominados M1061 
y M1063, respectivamente para cada bacteria, se obtu- 
vieron a partir de cultivos sumergidos en caldo nutrien- 
te a 120 rpm en zaranda orbital (Infors HT Ecotron) 
por cinco días a 30 + 2°C. Posteriormente, los culti- 
vos fueron filtrados a través de membranas de 0.2 um 
y concentrados hasta sequedad por rotoevaporación a 
presión reducida de 1 atm a 60°C. 


Evaluación del potencial citotóxico y 
genotóxico en el modelo bacteriano C. 
crescentus 

Se empleó la cepa NA1000 p3213 lacZ de C. crescen- 
tus donada por el Departamento de Microbiología, 
Instituto de Ciencias Biomédicas, Universidad de Sáo 
Paulo, Brasil. Fue crecida en medio PYE (Peptone 
Yeast Extract, del inglés), suplementado con CaCl, 0.5 
mmol/L y tetraciclina 2 ug/mL, e incubado por 16 ha 
30 + 2°C y 120 rpm en zaranda orbital (Ely, 1991). 

El cultivo a concentración de DO de 0.4 (6x107 célu- 
las/mL) a 600 nm se centrifugó a 12x4 g durante 5 mi- 
nutos en una centrifuga MiniSpin para eppendorf. El 
precipitado celular se resuspendió en medio PYE, con- 
teniendo diferentes concentraciones de los extractos 
para evaluar su posible citotoxicidad (1-2000 ug/mL) y 
genotoxicidad (50-2000 ng/mL). Como control negati- 
vo, se emplearon células en medio PYE suplementado, y, 
como control positivo, las células se expusieron a la do- 
sis de 45 J/m? de luz UV-C. Los tratamientos y contro- 
les se incubaron durante 30 min a 4°C y seguidamente 
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durante 2 h a 30°C y agitación constante a 120 rpm 
en zaranda orbital. Posteriormente, las muestras fueron 
centrifugadas a 12x4 g durante 5 minutos en una cen- 
trifuga MiniSpin para eppendorf, y el precipitado ce- 
lular se resuspendió en medio PYE suplementado para 
realizar las evaluaciones correspondientes. 

La posible citotoxicidad inducida por M1061 y 
M1063 se determinó a partir de la viabilidad de C. cres- 
centus (Galhardo et al., 2005). La sobrevivencia bacte- 
riana se determinó a partir del cálculo del porcentaje de 
colonias viables crecidas en las diferentes placas, según 
la fórmula: 

% sobrevivencia celular = (No. colonias tratamien- 
tos/ No. colonias control) x 100, donde: 

No. colonias tratamientos: representa el número de 
colonias crecidas después de la exposición de C. crescen- 
tus alas concentraciones del extracto de T. testudinum. 

No. colonias control: representa el número de co- 
lonias de C. crescentus crecidas en medio cultivo suple- 
mentado solo, control negativo. 

El daño primario producido por los extractos (50- 
2000 ug/mL) se evaluó mediante el ensayo SOS co- 
lorimétrico según Galhardo ez al. 2005, a partir de 
determinar la actividad de la enzima P-galactosidasa 
(AE), criterio de daño primario al ADN. La actividad 
enzimática se determinó a partir de la fórmula: AE = 
DO x 1000/DO ¿00 nm X Vol x t, donde: 

DO ¿0 nm: Valor de densidad óptica a 420 nm 

DO ¿00 nm: Valor de densidad óptica a 600 nm 

vol: Volumen de incubación (0,05 mL) 

t: Tiempo de reacción enzimática (5 min) 

El potencial mutagénico de los extractos se evaluó 
mediante el ensayo de resistencia de C. crescentus a la 
Rifampicina (Rif?) (Galhardo eż al., 2005). La fre- 
cuencia de células mutadas (FCM) se determinó me- 
diante la ecuación: FCM = No. colonias mutantes/No. 
colonias totales, donde: 

No. colonias mutantes: representa el número de co- 
lonias crecidas en medio suplementado con rifampici- 
na y No. de colonias totales: representa el número de 


420 nm 
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colonias crecidas en medio sin rifampicina para el mis- 
mo tratamiento. 


Evaluación del potencial citotóxico en 
líneas celulares 

Las líneas celulares de origen no tumoral (MDCK, ri- 
ñón canino de CookerSpaniel de Maden y Darby, y 
J774, macrófagos murinos) y tumoral (CT26, carcino- 
ma colon murino; 4T1, tumor mama murino; MCF-7, 
tumor mama humano) se adquirieron de la Colección 
Americana de Cultivos Tipo (ATCC). Las células se 
cultivaron en medio de cultivo DMEM, suplementa- 
do con suero fetal bovino (10%), glutamina (2mmol/L) 
y antibióticos (1%) en atmósfera húmeda con 5% CO, 
a 37°C. 

La citotoxicidad de M1061 y M1063 se evaluó me- 
diante el ensayo de MTT (Mosmann, 1983). Se deter- 
minó la viabilidad de las células expuestas a los extractos 
(1-1000 ug/mL) por 48 h. Concluido este período, las 
células se lavaron con PBS al 1%, se añadió medio con 
MTT (5 mg/mL) y se incubó durante 4 h. Los crista- 
les de formazán formados se solubilizaron con DMSO 
y se determinó la DO a 550 nm. A partir de los valores 
de DO obtenidos, se calculó el porcentaje de viabilidad 
celular para las diferentes concentraciones evaluadas 
y para cada tipo celular, mediante la utilización de la 
siguiente fórmula: % = (DO tratados/DO control) x 
100, donde: 

DO tratados: valor de densidad óptica a 550 nm de 
las células tratadas 
DO control: valor de densidad óptica a 550 nm de 


las células crecidas en medio, sin tratamiento 


Andlisis estadístico de los datos 

El análisis estadístico de los datos se realizó utilizan- 
do el programa GraphPad Prism, versión 5. Los valores 
fueron expresados como las medias + desviación están- 
dar (DE). Se procesaron resultados al menos de dos ex- 
perimentos y tres réplicas. En cada caso, se comprobó 
la normalidad y la homogeneidad de varianza de los 
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datos mediante las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y 
Bartlett, respectivamente. Para comparar las medias, se 
realizó un análisis de varianza (ANOVA) de clasifica- 
ción simple. Cuando se obtuvieron diferencias, se aplicó 
la prueba de Dunnett. Valores de **p<0.01; **p<0.001 
fueron considerados estadísticamente significativos. 


Resultados 

Evaluación citotóxica y genotóxica en C. 
crescentus 

La posible actividad tóxica de los extractos M1061 y 
M1063 se evaluó mediante el Ensayo de Sobrevivencia 
bacteriana, empleando el modelo bacteriano C. crescen- 
tus. El porcentaje de sobrevivencia, calculado a partir 
del número de colonias formadas tras ser expuestas las 
células a las diferentes concentraciones de los extractos 
(1-2000 ug/mL), mostró que, hasta la mayor concentra- 
ción evaluada, los tratamientos no conllevaron a cam- 
bios significativos del crecimiento celular con respecto 
al porcentaje de células no expuestas y crecidas en me- 
dio de cultivo sin tratamiento (asumido como 100%) 
(Fig. 1). Estos resultados mostraron que los extractos 
M1061 y M1063 no produjeron efectos tóxicos bajo las 
condiciones experimentales ensayadas. 

Los posibles efectos genotóxicos que pudieran cau- 
sar los extractos M1061 y M1063 se determinaron me- 
diante el ensayo SOS Colorimétrico en C. crescentus. 
En la Fig, 2, se muestran los valores de la actividad de la 
enzima P-galactosidasa en las células bacterianas luego 
de ser tratadas con las concentraciones (50, 500, 1000, 
2000 ug/mL) de los extractos, como medida de la capa- 
cidad de inducción de la respuesta SOS en C. crescentus. 
Los valores de actividad P-galactosidasa para los extrac- 
tos evaluados no mostraron diferencias estadísticamen- 
te significativas con respecto al control negativo. 

La posible actividad mutagénica de los extractos 
M1061 y M1063 se determinó mediante el ensayo de 
Resistencia a Rifampicina (Rif®). En la Fig, 3, se mues- 
tran los valores de la frecuencia de colonias mutadas 
(FCM) determinados tras la exposición de las células 
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Fig 1. Efectos de diferentes concentraciones de los extractos M1061 (A) y M1063 (B) sobre la capacidad de formar colonias de C. 
crescentus. La línea discontinua representa el 100% de sobrevivencia del control (células en medio de cultivo). Se presentan los datos 
de media y desviación estándar. No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos respecto al control, p 0.05 (Prueba 
de Dunnett). 


bacterianas a las concentraciones (50-1000 ug/mL) de 
los extractos. Como puede observarse, la exposicién de 
C. crescentus a las distintas concentraciones evaluadas 
de M1061 y M1063 produjo un ligero incremento de la 
ECM. Sin embargo, este aumento de aparición de mu- 
tantes no resultó estadísticamente significativo con res- 
pecto a la FCM observada en las células crecidas en el 
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medio de cultivo sin tratamiento, por lo que es posible 
sugerir que bajo estas condiciones de ensayo los extrac- 
tos M1061 y M1063 no resultaron mutagénicos. 


Citotoxicidad en líneas celulares 


Los posibles efectos citotóxicos de M1061 y M1063 
fueron evaluados empleando diferentes líneas celulares 
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Fig 2. Actividad de la enzima f-galactosidasa en células de C. crescentus tratadas con diferentes concentraciones de los extractos 
M1061 (A) y M1063 (B). C- (control negativo): células expuestas solo al medio de cultivo. C+ (control positivo): células que recibieron 
una dosis de irradiación UV-C (A=254 nm) de 45 J/m?. Se presentan los datos de media y desviación estándar, ***p< 0.001 (Prueba 
de Dunnett). 


REVISTA INVESTIGACIONES MARINAS 
RNPS: 2096 e ISSN: 1991-6086 e VOL. 43 e No. 1 e ENERO-JUNIO e 2023 e pp. 01-11 


hetps://revistas.uh.cu/rim/ 


https://doi.org/10.5281/zenodo.8015459 


LA TOXICIDAD POTENCIAL DE METABOLITOS BACTERIANOS MARINOS 


A) 100000 
+4 
10000 N 
o 
a "T 
100 
= 
Y 
10 
1 
e 50 500 1000 2000 C+ 
M1061 [ug/mL] 


Céspedes et al. 


++ 


SS 


C- 50 500 1000 


M1063 [g/mL] 


2000 C+ 


Fig. 3. Frecuencia de colonias mutadas (FCM) en células de C. crescentus expuestas a los extractos M1061 (A) y M1063 (B). C-, células 
expuestas solo al medio de cultivo. (C+): células que recibieron una dosis de irradiación UV (A=254 nm) de 45 J/m?. Se presentan datos 
de media y desviación estándar en escala logarítmica, **p< 0.01 (Prueba de Dunnett). 


de origen tumoral (CT26, 4T1, MCF-7) y no tumo- 
ral (MDCK y J774), y se utilizó como medida de la 
viabilidad celular la reducción del MTT. Al concluir 
el período de exposición de las diferentes células a los 
dos extractos hasta la concentración máxima evaluada 
(1000 ng/mL), se observó que en ningún caso los tra- 
tamientos afectaron la vialidad celular tras las 48 h de 
incubación (Fig. 4). La concentración que inhibe el 50 
% de la viabilidad, comúnmente conocida como CL, 
no pudo ser determinada. De esta manera, los extractos 
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M1061 y M1063 tampoco resultaron tóxicos a nivel ce- 
lular bajo las condiciones de ensayo. 


Discusión 

La bioprospección marina ha informado un gran nú- 
mero de moléculas que pueden ser aplicadas en el 
mejoramiento de la salud humana. Dentro de las inves- 
tigaciones desarrolladas, diferentes estudios han sido 
conducidos para conocer acerca de las propiedades bio- 
activas de metabolitos secundarios que producen cepas 
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Fig. 4. Efectos de los extractos M1061 (A) y M1063 (B) sobre la viabilidad celular mediante el Ensayo de MTT. Líneas celulares de origen 
no tumoral (MDCK, riñón canino de CookerSpaniel de Maden y Darby; J774, macrófagos murinos) y tumoral (CT26, carcinoma colon 
murino; 4T1, tumor mama murino; MCF-7, tumor mama humano). Se muestra el porcentaje de viabilidad celular respecto al control, 
células no expuestas a los extractos (la línea discontinua representa el 100% viabilidad celular). No se encontraron diferencias signifi- 
cativas respecto al control, p> 0.05 (Prueba de Dunnett). 


https://revistas.uh.cu/rim/ 


https://doi.org/10.528 1/zenodo.8015459 


REVISTA INVESTIGACIONES MARINAS 
RNPS: 2096 e ISSN: 1991-6086 e VOL. 43 e No. 1 e ENERO-JUNIO + 2023 « pp. 01-11 


6 


LA TOXICIDAD POTENCIAL DE METABOLITOS BACTERIANOS MARINOS 


bacterianas de origen marino, entre las que se incluyen 
los actinomicetos (León et al., 2010; Blunt et al., 2018; 
Pan et al., 2019). De ellos, hasta hace poco, los sedimen- 
tos marinos han sido de los recursos menos explorados; 
sin embargo, hoy en día constituyen una de las fuentes 
más promisorias (Fenical y Jensen, 2006; León et al., 
2011). Los sedimentos son productores de metabolitos 
con actividad antimicrobiana, antiparasitaria, antivi- 
ral, antitumoral y citotóxica, cuyas estructuras quími- 
cas son únicas (Kekuda et al., 2010; Jagannathan el al., 
2021). Estudios realizados avalan las potencialidades 
farmacológicas de dos extractos obtenidos de los me- 
tabolitos secretados por las cepas bacterianas del gru- 
po de actinomicetos CBM-1061 y CBM-1063, aisladas 
de sedimentos de la península de Guanahacabibes, un 
área con reconocida diversidad en organismos mari- 
nos en la región noroccidental de Cuba (Fernández, 
2012). M1061 como M1063 exhiben actividad anti- 
inflamatoria (Hernández-Balmaseda eż al., 2019), una 
propiedad que es prioridad en la busqueda de nuevos 
farmacos, dado el papel de los procesos inflamatorios 
en el desarrollo de numerosas enfermedades de eleva- 
da morbilidad y mortalidad a nivel mundial, y el he- 
cho de que el arsenal de farmacos antiinflamatorios 
existentes no muestra la eficacia y seguridad esperadas 
(Gunter et al., 2017). Estos extractos poseen también 
actividad antimicrobiana y capacidad intercalante del 
ADN (Hernández-Balmaseda et al., 2019). La cepa 
CBM-1063 muestra capacidad para producir la enzi- 
ma L-asparaginasa. Las células tumorales, a diferencia 
de las células normales, dependen de una fuente exó- 
gena del aminoácido L-asparagina para su crecimiento 
(Rudrapati y Audipudi, 2015). Esta enzima evita la for- 
mación del aminoácido e inhibe, por ende, el crecimien- 
to tumoral. Su síntesis como metabolito secundario ha 
mostrado actividad antineoplásica, particularmente en 
la Leucemia linfoblástica aguda (Jain et al., 2012). La 
obtención de la enzima con fines terapéuticos a partir 
de microorganismos constituye una tecnología atrac- 
tiva como parte del control de la enfermedad. Estas 


hetps://revistas.uh.cu/rim/ 


https://doi.org/10.5281/zenodo.8015459 


Céspedes etal. 


evidencias experimentales convierten a los extractos 
M1061 y M1063 en promisorios candidatos a farmacos 
de uso humano. Sin embargo, los compuestos naturales, 
ya sean obtenidos de fuentes terrestres o marinas, no es- 
tán exentos de efectos adversos (Sripriya ef al., 2019). 
Es por ello que en el transcurso de la evaluación de un 
nuevo producto natural, que se propone para su uso en 
humanos, resulta imprescindible no solo investigar sus 
efectos beneficiosos, sino también su potencial de to- 
xicidad, empleando baterías de ensayos que aborden la 
investigación desde diferentes niveles de organización 
de las estructuras biológicas. Este trabajo muestra los 
primeros datos acerca del potencial de toxicidad in vi- 
tro de estos extractos ricos en metabolitos secundarios 
bioactivos. 

La medida del crecimiento bacteriano a través del 
conteo de colonias formadas tras la exposición a un 
compuesto permite conocer si la exposición al xenobió- 
tico afecta la viabilidad celular, lo que es criterio de to- 
xicidad. La exposición a los extractos M1061 y M1063 
hasta concentraciones elevadas, como 2000 ug/mL, no 
afectó el crecimiento celular de C. crescentus (Fig. 1). 
De igual manera, tampoco se afectó la viabilidad de las 
líneas celulares (Fig.4), por lo que ambos ensayos evi- 
dencian la no citotoxicidad de los extractos evaluados 
y constituyen los primeros datos acerca del margen de 
seguridad de estas mezclas de metabolitos secundarios 
marinos. 

Por otro lado, también es ampliamente conocido 
que la evaluación citotóxica de los nuevos compues- 
tos, donde se incluyen los productos naturales, si se 
evalúan los efectos sobre células tumorales, no solo 
aporta datos de seguridad, también proporciona evi- 
dencias acerca de sus potencialidades como candida- 
tos para la obtención de agentes antitumorales. Son 
notables los efectos anticancerigenos de los actino- 
micetos (Jagannathan et al., 2021). A partir de cepas 
de Streptomyces, se han desarrollado fármacos efica- 
ces en la terapéutica del cáncer como son la adriamici- 
na, la actinomicina D, la bleomicina, las antraciclinas 
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(daunorrubicina) y los mitosanos (mitomicina C) 
(Sharma et al., 2018). Mientras, que son varios los me- 
tabolitos secundarios con potencial antitumoral ais- 
lados de actinomicetos marinos (Nathan y Kannan, 
2020). Ejemplos son los compuestos ULDF4yULDES, 
extraídos de derivados de cepas de Streptomyces encon- 
tradas en Lagos que exhiben toxicidad contra células 
de leucemia promielocítica y mielocítica aguda huma- 
na, carcinoma cervical y gástrico humano y de adeno- 
carcinoma de mama (Davies-Bolorunduro et al., 2019). 
Especial interés se ha centrado en aquellos cuya bioacti- 
vidad va acompañada de mínimos eventos secundarios 
en comparación con la quimioterapia convencional, co- 
mo es el caso de salinosporamida A (Feling et al., 2003). 
Este es un compuesto aislado de los caldos de fermen- 
tación del grupo de actinomicetos Salinospora (Fenical 
y Jensen, 2006). Este grupo de actinomicetos que ha- 
bita en las grandes profundidades ha revolucionado el 
concepto de diversidad química asociada a nuevos gé- 
neros en bacterias, inhiben de manera específica el pro- 
teasoma (Groll et al., 2006) y muestran prometedores 
resultados frente a cáncer de colon, mama y pulmón no 
microcítico. Hallazgos que coinciden con las evidencias 
existentes acerca de productos anticancerígenos no ci- 
totóxicos per se, que exhiben su modo de acción farma- 
cológica al modular otros blancos relacionados con el 
desarrollo tumoral, como es el caso de la inhibición del 
proceso angiogénico y de la respuesta inflamatoria que 
tiene lugar en el microambiente tumoral (Bellan et al., 
2020). Tal es el caso del extracto obtenido de las hojas 
de la angiosperma marina Thalassia testudinum que ha- 
bita en las costas de Cuba. Si bien este extracto inhibe 
la viabilidad de diferentes estirpes celulares de origen 
tumoral, no puede clasificarse como un producto cito- 
tóxico, mientras que muestra propiedades antiangiogé- 
nicas, antiinflamatorias e inhibe la migración celular, y 
destaca como un potencial agente antitumoral y anti- 
metastásico (Rodeiro y cols., 2018; Hernández y cols., 
2021). Otro ejemplo de este tipo de compuestos es la ce- 
tomicina que suprime la migración celular y la invasión 
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de las células de carcinoma de mama, inhibe la activi- 
dad NF-xB y minimiza la invasión de las células tumo- 
rales a concentraciones no tóxicas (Lin et al., 2019). 

En el presente estudio, en concordancia con la es- 
casa citotoxicidad observada, bajo las condiciones de 
experimentación ensayadas, los extractos M1061 y 
M1063 tampoco resultaron genotóxicos ni mutagé- 
nicos en el modelo bacteriano C. crescentus. Los en- 
sayos que se basan en la utilización de fusiones con 
promotores de genes SOS han sido ampliamente em- 
pleados como indicadores de daño genético. Dentro 
de estos, el ensayo SOS Colorimétrico estima el da- 
ño primario al ADN a través de la medida de la ex- 
presión de un gen marcador fusionado al promotor de 
un gen de respuesta SOS (Quillardet et al., 1982). Los 
valores de actividad B-galactosidasa obtenidos sugie- 
ren que los extractos evaluados no producen daño pri- 
mario al ADN, o al menos que las posibles lesiones 
que se generan tras la exposición a estos son repara- 
bles; por ende, no se desencadena la respuesta SOS en 
C. crescentus. El ensayo de Resistencia a Rifampicina 
(Rif®) se fundamenta en la inducción de mutaciones 
en el gen rpoB que codifica para la ARN polimera- 
sa e inhibe el alargamiento durante la transcripción 
(Campbell et al., 2001). La rifampicina en el medio 
impide la transcripción y hace a la bacteria resistente al 
antibiótico. La siembra selectiva se relaciona a la can- 
tidad de células mutantes del total de sobrevivientes y 
es reconocido criterio de mutagenicidad (Galhardo et 
al., 2005; Lopes-Kulishev ez al., 2015; Fuentes-León 
et al., 2017). El hecho de que M1061 y M1063 no re- 
sultaron mutagénicos en este ensayo refuerza lo obser- 
vado en el ensayo SOS en C. crescentus, mientras que 
resultados previos muestran que estos poseen capaci- 
dad intercalante del ADN (Hernández-Balmaseda et 
al., 2019), evidencias experimentales que avalan la ne- 
cesidad de realizar una batería de pruebas a la hora de 
predecir el potencial de toxicidad de los nuevos com- 
puestos para emitir criterios de riesgos más certeros 
y robustos. Extractos obtenidos también de fuentes 
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marinas cubanas han sido evaluados empleando es- 
tas baterías de ensayo. Por ejemplo, la exposición de 
diferentes células tumorales a M116, un extracto se- 
co obtenido a partir del caldo fermentado de la cepa 
CBM-116, disminuye la viabilidad celular de diferen- 
tes estirpes celulares. Sin embargo, M116 no clasifica 
como agente citotóxico, mientras que a concentracio- 
nes en el orden de 2000 ug/mL induce mutagenici- 
dad y daño primario al ADN en C. crescentus (datos 
no publicados). 

Por otro lado, aunque la exposición de las células 
tumorales a M1061 y M1063 durante 48 h no pro- 
vocó inhibición del crecimiento celular, además de 
los elementos anteriormente enunciados, no debe 
descartarse la posibilidad que actúen inhibiendo la 
viabilidad de células tumorales de otros linajes a las 
aquí evaluadas. Todo lo cual sugiere que deberían ser 
conducidos nuevos estudios que permitan continuar 
aportando evidencias acerca de los posibles efectos be- 
neficiosos y tóxicos de estos bioproductos que pueden 
ser promisorias fuentes de novedosos agentes terapéu- 
ticos eficaces y seguros. 


Conclusiones 

La evaluación del potencial de toxicidad in vitro de los 
extractos secos M1061 y M1063, obtenidos a partir 
de cepas bacterianas del grupo de actinomicetos pro- 
cedentes de sedimentos de manglar de la península de 
Guanahacabibes, mostró que estos bioproductos no 
son citotóxicos, ni mutagénicos, ni genotóxicos bajo las 
condiciones de ensayo. 
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